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Construction and characterization of a thyX deletion mutant from 














ヒト型結核菌（Mycobacterium tuberculosis）が引き起こす結核症は 3 大感染症のひと
つで、その再燃に対して世界保健機構（World Health Organization：WHO）が 1993 年に
結核非常事態を宣言し、本邦においても厚生大臣（当時）が 1999 年に結核緊急事態宣
言を発表してから久しい。その後様々な対策が講じられたにもかかわらず、結核症は今
なお世界レベルで蔓延しており、WHO の報告では 2014 年に全世界で約 960 万人が結核
症を発症、約 150 万人が結核症により死亡している 1)。我が国においても減少傾向には

















は RFP と INH の 2 剤に耐性の結核と定義される。また XDR-TB は MDR-TB の中で二
次抗結核薬の注射薬（CPM、AMK、KM）の 1 剤以上、かついずれかの NQ 剤 1 剤以上
にも耐性を示す結核と定義される 3)。 
PAS は 1948 年から臨床の場で使用されている使用実績の長い抗結核薬である。服用
量が多いことに加えて比較的耐性菌の出現頻度が高いことから、近年ではその使用頻度
が低い。しかし、近年使用されていなかったことから MDR-TB や XDR-TB の中に PAS
が奏功する例があり、使用が見直されている。PAS の作用機序と PAS 耐性菌における
PAS 耐性機序は長らく不明であったが、Rengarajan らはチミジル酸合成酵素 thymidylate 
synthase（TS）の遺伝子 thyA に変異が入り、ThyA のチミジル酸合成酵素活性が低下す
ると PAS に対して耐性を示すことを報告した 4)。これまでに PAS 耐性の機序として thyA
の変異に加え、ジヒドロ葉酸合成酵素 dihydrofolate synthase（DHFS）の遺伝子 folC5)と
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リボフラビン生合成タンパク質 riboflavin biosynthesis protein の遺伝子 ribD6)の変異が報




イン酸 hydroxyl-dihydropteroate（HDHP）に代謝され、そして HDHP は DHFS によりヒ
ドロキシジヒドロ葉酸 hydroxyl-dihydrofolate（HDHF）に代謝される。しかし、次の段
階であるジヒドロ葉酸還元酵素 dihydrofolate reductase（DFRA）は HDHF を基質として
利用できないため、HDHF が菌体内に蓄積されることになる。また HDHF は DFRA を
阻害するため、葉酸代謝がこの段階で止まり、静菌作用を示す。 




胞は TS として ThyA を持つ。しかし、ThyA を持たない細菌が存在することが明らかに
なり、それらは ThyA と配列類似性を持たない新たに発見されたフラビン依存性 TS
（FDTS）である ThyX を持つことが明らかにされた 8)。さらに結核菌をはじめとした抗
酸菌を含めた放線菌類には、ThyA と ThyX の両者を併せ持つ菌種が多く存在すること
も明らかになった 9)。ThyA はサブユニット当たり１つの活性部位をもつホモ二量体で
あるのに対して、ThyX はサブユニット間の接触部位に４つの活性部位を持つホモ四量
体である 10)。また ThyA と異なり ThyX はその反応にフラビンアデニンジヌクレオチド
flavin adenine dinucleotide （FAD）とニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH） を必要とし、1 当量の水素化物イ
オンが FADH2から直接 dUMP のウラシル環へと移され、中間体が異性化して dTMP が
形成される 11)。さらに ThyA の反応では一炭素供与体として 5,10－メチレンテトラヒド
ロ葉酸 5,10-Methylenetetrahydrofolate（5,10-methylene-THF）を利用し、5,10-methylene-THF
は DHF に酸化されるのに対して、ThyX は上述のように還元剤として NADPH を利用す
ることから ThyX の反応では 5,10-methylene-THF からテトラヒドロ葉酸 tetrahydrofolate
（THF）が生成される 11)。 
本研究では ThyA と同じく TS 活性を有する ThyX の遺伝子の変異が PAS 耐性に関与
する可能性があるため、牛型結核菌を弱毒化したワクチン株である Mycobacterium bovis 









大腸菌 Escherichia coli DH5α 株は KM 20 µg/mL またはカルベニシリン（Carbenicillin : 
Car） 50 µg/mL 含有 Luria-Bertani （LB）液体培地と LB 寒天培地（ともにナカライテ
スク）で培養した。 
BCG の培養にはアルブミン・デキストロース・カタラーゼ（ADC）および 0.05% 
Tween80 添加 Middlebrook 7H9 液体培地（Difco）（7H9-ADC-Tween80 液体培地）、ADC
添加 Middlebrook 7H10 寒天平板培地（Difco）（7H10-ADC 寒天培地）、あるいはソー
トン（Sauton’s）培地 {0.5 g KH2PO4、0.5 g MgSO4.7H2O、2.0 g クエン酸、4.0 g L-アス
パラギン、60 mL グリセリン、0.05 g クエン酸鉄アンモニウム（それぞれ１リットル当
たり）、pH7.4}を用いた。なお必要に応じて培地には KM（終濃度 20 µg/mL）、PAS（終
濃度 0 から 200µg/mL）およびスルファメトキサゾール（sulfamethoxazole：SMX、終濃








 BCG の thyA 欠損株thyA と thyX 欠損株thyX は、枯草菌 Bacillus subtilis 由来のレバ
ンサッカラーゼ酵素をコードする sacB を選択マーカーとして利用した２段階相同組換
え法により作製した 13)。自殺プラスミド pSVTHYA を構築するためには、はじめに、
BCG Tokyo 株ゲノム上の thyA の上下流領域それぞれをプライマーセット
THYAUF-THYAUR と THYADF-THYADR を用いて polymerase chain reaction（PCR）法に
より増幅した。上流領域の増幅産物を BamHI と PstI で、また下流領域の増幅産物を PstI
と EcoRI で消化したのち、pBlueScriptII SK（-）の BamHI と EcoRI サイトに同時に挿入し、
pDTHYA を得た。次に自殺プラスミド pSVTHYX を構築するためには、BCG Tokyo 株ゲ
ノム上の thyX の上下流領域それぞれをプライマーセット THYXUF-THYXUR と
THYXDF-THYXDR を用いて PCR 法により増幅した。上流領域の増幅産物を BamHI と
XhoI で、また下流領域の増幅産物を XhoI と EcoRI で消化したのち、pBlueScriptII SK（-）
の BamHI と EcoRI サイトに同時に挿入し、pDTHYX を得た。KM 耐性遺伝子 aphII の
発現カセットは pNN214)を鋳型としてプライマーセット APHXBA1-APHXBA2 を用いて
増幅した。増幅産物を XbaI で消化した後 pDTHYA と pDTHYX の SpeI サイトに挿入す
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ることにより pDTHYA-KM と pDTHYX-KM を得た。B. sabtilis の sacB は pDNR-Dual15)
を鋳型として、プライマーセット SACBORF1-SACBORF2 を用いて増幅した。増幅産物
を NdeI と PstI で消化し、pNPP16)の同じサイトに挿入し、pNPPSA を得た。次に pNPPSA
を XbaI で消化し、pDTHYA-KM と pDTHYX-KM の XbaI サイトに挿入することで
pSVTHYA と pSVTHYX をそれぞれ得た。 
pSVTHYA と pSVTHYX を電気穿孔法で BCG Tokyo 株に導入し、KM 含有 7H10-ADC 寒
天培地に播種した。3週後に生じた集落を PCR法により調べ、pSVTHYAまたは pSVTHYX
がゲノム上の thyA または thyX 領域にシングルクロスオーバーによって挿入された株を選択
した。選択した株は 7H9-ADC-Tween80 液体培地に継代し、 その一部をスクロースを 10%
濃度で含有する 7H10-ADC 寒天培地に播種した。3 週後に生じた集落を PCR 法により調




ThyAとThyXの発現プラスミド pNNTHYAと pNNTHYXは次のように作製した。BCG 
Tokyo 株のゲノム DNA を鋳型とし、プライマーセット THYAEX1 - THYEX2 と THYXEX1 
- THYXEX2 を用いた PCR 法で thyA と thyX をそれぞれのプロモーターとともに増幅した。
thyA と thyX の増幅産物を SpeI と XbaI でぞれぞれ消化し、pNN2 の XbaI サイトに挿入す
ることで thyA あるいは thyX の発現ベクターpNNTHYA と pNNTHYX を得た。 
相補株の作製は thyAと thyXに pNNTHYA と pNNTHYX をそれぞれ導入することで
行ない、得られた株をthyA/thyA+ あるいはthyX/thyX+とした。また過剰発現株は BCG 
Tokyo 株に pNNTHYA あるいは pNNTHYX を導入することで行ない、得られた株をそ
れぞれ Tokyo/thyA+と Tokyo/thyX+とした。 
 
５．増殖速度の測定 
 親株（BCG Tokyo 株）、２つの欠損株thyA とthyX、２つの過剰発現株 Tokyo/thyA+
と Tokyo/thyX+を 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間培養し、新鮮な同培地で希釈す
ることにより波長 590 nm における濁度を吸光度（OD，光学濃度）0.2 に調整した。その
後、24 時間毎に OD を測定した。 
 
６．薬剤感受性試験 
BCG の各株は 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間培養し、OD を 0.1 に調整した。
この菌液を 1 白金耳ずつ PAS 非添加、PAS 10 µg/mL、50 µg/mL、または 200 µg/mL 添





 BCG菌体からの全RNA抽出にはTRIzol® Plus RNA Purification Kit （Life technologies）
を用いた。 
7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間培養した BCG 各株を、波長 590 nm における濁
度が 2.0 になるように調整した。この菌液 10 mL を 7H10-ADC 寒天培地に流し込み、過
剰の菌液を除去したのちに 37°C で培養した。24 時間後に 7H10-ADC 寒天培地上の菌
体を回収し、直径 100 μm のガラスビーズ 300 μL を入れた 2 mL 容量のサンプリングチ
ューブに回収した。その後 1 mL の TRIzol 試薬を加え、ビーズビーダを用いて菌体を破
砕した。その後の全 RNA の回収と精製はキットに添付のマニュアルに従い行なった。
精製した全 RNA に残存する DNA は DNase I （タカラバイオ）を 37°C で 1 時間反応さ
せることで消化、除去した。そして DNA が残存していないことは PCR 法により標的遺
伝子が増幅しないことで確認した。逆転写（reverse transcription：RT）は 1 μg の全 RNA
をランダムヘキサマープライマーと PrimeScript®II 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラ
バイオ）を用いて添付のマニュアルに従い行なった。 
 
８．定量 RT-PCR 法 
BCG の各株における thyA と thyX の発現量は、Fivian-Hughes らの方法に従って定量
RT-PCRを行なうことで計測した 17)。定量RT-PCRには前項で作製した相補DNA（cDNA）
を 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト thyAqF-thyAqR 、 thyXqF-thyXqR 、 そ し て
16srRNAF-16srRNAR を用いた。反応試薬として SYBR green master mix（Biosystems）を
用い、LightCycler 1.5 （Roche） を使用して行った。  
 
９．統計処理 






１．BCG における thyX の必須性 
結核菌では thyX は必須と推定されているが 18)、BCG について言及した報告は無い。その
ため BCG のゲノムから thyX を削除することを試みた。2 段階相同組換え法を行ったとこ
ろ、thyA 欠損株と同様に thyX 欠損株が作製された。thyA 欠損株をthyA 、thyX 欠損株
をthyX とし、以下の実験に用いた。なお、thyA において thyA の発現が無いこと、thyX
において thyX の発現が無いことは THYAPCR1-THYAPCR2 と THYXPCR1-THYXPCR2
を用いた RT-PCR 法により確認された（図１）。そしてそれぞれの遺伝子相補株thyA 













BCG Tokyo 株、thyA、thyX、Tokyo/thyA+、および Tokyo/thyX+の 5 株の PAS 感受性
を検討した。PAS 非含有 7H10-ADC 寒天培地では 5 株ともに増殖が認められた（図４）。
PAS含有培地では供試したいずれの PAS の濃度においてもthyA と Tokyo/thyX+のみ増
殖を認め、PAS 耐性を示した。一方、thyX は PAS 感受性のままであった。 
SMX（終濃度 10 μg/mL）含有 7H10-ADC 寒天培地では PAS 耐性を示したthyA と
Tokyo/thyX+を含めて、いずれの株も増殖を認めなかった（図５）。 
 
４．BCG 変異株の thyX と thyA の発現量 
定量 RT-PCR を行なうことでthyA と Tokyo/thyX+における thyA と thyX の発現量を親
株である BCG Tokyo 株のそれらと比較した。図６に示すように Tokyo/thyX+における
thyA の発現量は BCG Tokyo 株に対して低下していた。thyX の発現量はthyA と







１．BCG では thyX は必須遺伝子ではなかった。 
２．thyX 欠損株thyX は PAS 耐性を示さず、thyX の過剰発現株 Tokyo/thyX+は PAS 耐
性を示した。 
Sassetti らはトランスポゾンを用いたスクリーニングを行うことにより、ヒト型結核
菌の必須遺伝子のリストを報告したが 18)、彼らの報告では thyX は必須遺伝子のリスト
に含まれており、それ以来、抗酸菌では thyX は必須遺伝子として扱われてきた。さら
に Fivian-Hughes らも、結核菌 H37Rv を用いて、野生株の結核菌では相同組換えによっ
てゲノム上の thyX を欠損させることができなかったが、thyX を挿入したプラスミドを
保有する結核菌ではゲノム上の thyX を欠損させることができたことを報告し、抗酸菌





今回thyX はソートン最小培地で増殖を示したことは、ThyA と ThyX はともに TS 活
性を有する点からは合理的である。また結核菌と BCG ともに、thyA の発現レベルに比
較すると thyX の発現レベルは顕著に低いことからも 17)、妥当と考えられる。 
抗酸菌の葉酸代謝経路と関連する経路の一部を図７に示す。抗酸菌の PAS 耐性に関
与する遺伝子として Rengarajan らが thyA の変異を報告して以来 4)，これまでに folC5)と
ribD6)が報告されている。ribD の産物であるリボフラビン生合成タンパク質は本来葉酸
代謝には直接関与しないが、PAS の代謝産物であり活性型であるヒドロキシジヒドロ葉
酸を分解する。野生株における ribD の発現量は低いが、ribD の上流領域に変異が入り
転写量が増加すると PAS に耐性になることが報告されている 6)。PAS 耐性となる folC
の変異部位はその産物である DHFS のジヒドロプテロイン酸 DHP 結合部位であり、そ
のため HDHP から HDHF への合成能が低下するため、PAS 耐性を獲得すると考えられ
ている 5)。 
これらの変異に対して thyA の変異が PAS 耐性につながる機構は明らかにされていな
かった。しかし、今回 thyX の過剰発現株 Tokyo/thyX+が PAS 耐性を示したことから次の
ように考えられる。抗酸菌はチミンキナーゼ thymidine kinase（TK）を持たずチミンのサ
ルベージ経路が働かない。そのため、チミンの合成には de novo の経路しか利用できな
い。すなわち TS の活性は必須である。dUMP をメチル化して dTMP に変換する際に、
ThyA では 5,10-methylene-THF は DHF に酸化されるが、 ThyX の反応では
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5,10-methylene-THF から THF が生成される 11)。野生株では TS として ThyA が主に働い
ているため、PAS の代謝産物である HDHF によって DFRA の活性が阻害されると結果
的に DHF が蓄積され THF が枯渇し、菌体のアミノ酸代謝や核酸代謝が止まる。thyA の
変異や欠損により ThyA の活性が低下あるいは消失した場合には 5,10-methylene-THF か
ら DHF への循環は行われなくなる。この場合、ThyX の活性は維持されているため、
5,10-methylene-THF から THF に循環され、PAS の代謝産物である HDHF によって DFRA
が阻害されることにより de novo の THF の合成が抑制されても THF の枯渇は防止され
ると考えられる。thyX 過剰発現株の場合には ThyA の活性は維持されていると考えられ
るが、図６に示したように thyX の発現量が顕著に高くなっていることから、ThyA の活
性に対して ThyX の活性が相対的に高いため、5,10-methylene-THF から THF への循環が
主になっていると考えられる。 
5,10-methylene-THF から THF への循環が主となっている際における、de novo の THF
の必要性について検討するために DHPS の強力な阻害剤である SMX 含有 7H10-ADC 寒
天培地を用いて PAS 耐性株であるthyA と Tokyo/thyX+の培養を行ったところ、PAS 感
受性株同様にこれらの株も増殖が認められなかった。すなわち、5,10-methylene-THF か
ら DHF への循環が行われずに THF に循環される場合においても de novo の THF 合成は
必要であることを示している。PAS の作用機序は、PAS が PABA と拮抗して DHPS に
よって代謝されることによる 7)。すなわち DHPS に対する PAS と PABA のアフィニテ




核症においても結核菌では thyX が必須と考えられてきたことから、結核菌の ThyX を
標的とした新規抗結核剤の開発が進められ、すでに候補化合物が報告されている 19)。本
研究の結果は結核菌の thyX も必須ではない可能性を示すものであり、ThyX を標的とす
る化合物単独では抗結核薬としての効果が十分に示されない可能性がある。しかしなが





１．BCG では thyA とともに thyX は必須遺伝子でないことが示された。 
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図１．rrna、thyA、および thyX の各遺伝子の発現 
BCG Tokyo、thyA、thyX、thyA/thyA+、およびthyX/thyX＋の cDNA を鋳型とし、rrna、
thyA、および thyX の発現を確認した。 
 
図２．ソートン培地表面における各菌株の増殖 




 BCG Tokyo、thyA、thyX、Tokyo /thyA+、および Tokyo /thyX+をの濁度を 0.2 に調整
後 37°C で培養した。 
 
図４．PAS 添加 7H10-ADC 寒天培地における各菌株の増殖 
BCG の各株は 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間培養し、濁度を 0.1 に調整した。
この菌液を 1 白金耳ずつ PAS 非添加、PAS 10 µg/mL、50 µg/mL、または 200 µg/mL 添
加 7H10-ADC 寒天培地に播種し，37°C で 20 日培養した。 
 
図５．SMX 添加 7H10-ADC 寒天培地における各菌株の増殖 
BCG の各株は 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間培養し、濁度を 0.1 に調整した。こ
の菌液を 1白金耳ずつ SMX非添加と SMX 10 µg/mL添加 7H10-ADC寒天培地に播種し、
37°C で 20 日培養した。 
 
図６．thyA と Tokyo /thyX+における thyA と thyX の発現量 
 定量PCR法によってthyAとTokyo /thyX+における thyAと thyXの発現量を調べた。rrna
の発現量で thyA と thyX の発現量を補正後、BCG Tokyo における thyA と thyX の発現量
を 1 として比較した。 
 
図７．結核菌における葉酸代謝経路 
 抗酸菌において提唱されている葉酸代謝経路を示す。PAS の代謝産物は斜体字で示し
た。 
 
